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Labeling DNA fragments (I) during a polymerase chain reaction (PCR) by performing, in a reaction 
batch, fluorescent labeling with a predetermined set of primers, is new. An Independent claim is also 
included for test kits for performing the novel method. 
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Prufungsantrag gern. § 44 Pat G ist gestellt 

@) Verfahren und Testbesteck zur Markierung von DNA-Fragmenten wahrend einer PCR-Reaktion 

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren und em Testbesteck 
zur Markierung und zur Multiplexmarkierung - insbeson- 
dere zur Fluoreszenzmarkierung - von DNA-Fragmenten 
wahrend einer PCR-Reaktion in einem Reaktionsansatz 
mit Hilfe eines abgestimmten Primerdesigns. Dazu be- 
dient es sich eines markierten Universal-Oligonukleotid- 
Primers und zweier sequenzspezifischer Oligonukleotid- 
Primer, von denen ein Primer mit der dem Universal-Oli- 
gonukleotid-Primer homologen Adaptersequenz verse- 
hen ist. Der Ansatz in einem Reaktionsgefafc wird moglich 
durch ein speziell abgestimmtes Thermocycler-Protokoll. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifFt eine Methode und ein Testbesteck zur Markierung von DNA-Fragmenten wahrend einer PCR- 
Reaktion in einem Reaktionsansatz. Dazu bedient sie sich eines markierten Universal-Oligonukleoud-Primers und 
zweier sequenzspezifischer Oligonukleotid-Primer, von denen ein Primer mit der dem Universal-Oligonukleotid-Primer 
homologen Adaptorsequenz versehen ist. 

Bei zahlreichen molekulargenetischen Anwendungen ist es erforderlich, das Vorhandensein oder die Lange von DNA- 
Fragmenten zu bestimmen (Abkiirzungen am Ende des Abschnitts Ausfuhrungsbeispiele). Dieses Ziel wird in der Regel 
durch eine /Combination von eiektrophoretischer GroBenauftrennung und anschliefiender Sichtbarmachung der DNA- 
Fragmente erreicht. Zur Sichtbarmachung der DNA-Fragmente existieren unterschiedlichste Methoden (Ethidiumbro- 
mid-Farbung, Silberfarbung, Chemilumineszenz, Detektion von radioaktiv markierten Fragmenten mittels eines photo- 
graphischen Films oder eines Phosphorimagers oder die Ruoreszenzmarkierung). Bei der zunehmenden Automatisie- 
rung molekulargenetischer Analysen hat die Fluoreszenzmarkierung eine iiberragende Bedeutung (Smith et aL [11] - Li- 
teratur am Ende des Abschnitts Ausfuhrungsbeispiele). Fluoreszenzmarkierte DNA-Fragmente konnen elektrophore- 
tisch aufgetrennt werden. Nach deren Auftrennung konnen die an die Fragmente gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe mit 
Laserlicht einer spezifischen WeUenlange angeregt werden. Das ausgesandte Ruoreszenzlicht kann detektiert und in ein 
Signal umgewandelt werden, was speziflsch fur den angekoppelten Ruoreszenzfarbstoff ist (Perlin MW [9, 10]). 

Hauptanwendungsgebiete dieser Technologie sind die automatische Sequenzierung und die automatische Haplotypi- 
sierung/Genotypisierung mittels Mikrosatelliten-Markern (Litt et al. [6]). Die Markierung der DNA-Fragmente fur die 
20 Haplotypisierung erfolgte bisher mittels einer PCR-Reaktion (PCR - polymerase chain reaction, Polymerase Kettenre- 
aktion), bei der zwei Oligonukleotid-Primer eingesetzt werden, von denen einer am 5 -Ende mit einem Ruoreszenzfarb- 
stoff markiert ist (Weber JL [12]). Beide Primer werden in das PCR-Produkt eingebaut, welches dadurch selbst markiert 
und mit Laserlicht einer spezifischen WeUenlange detektierbar wird. Nachteil bei der Verwendung von direkt markierter 
Ohgonukleotid-Primem sind die damit verbundenen hohen Kosten. Die kommerzielle Markierung eines Oligonukleotid- 
25 Primers mit einem gewdhnlichen RureszenzfarbstofT (FAM, HEX, TET oder ROX) kostet in der Regel zwischen 160 
und 200 DM. Eine Selbstmarkierung ist fur viele kleinere Laboratorien nicht praktikabel, da der zusatzliche instrumen- 
telle und manuelle Mehraufwand (DNA-Synthesizer, HPLC-Reinigung) die Kostenerspamis nicht rechtfertigt. Im Rah- 
men von Genfindungs-Projekten mu8 man in der Regel durch Kopplungsanalysen an Farnilienstammbaumen gewisse 
Kandidatenloci mittels der Analyse polymorpher Mikrosatelli ten-Marker ein- beziehungsweise ausschlieBen. Dabei gibt 
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mindestens drei polymorphe Mikrosatelliten-Marker sowohl auf der zentromeren als auch auf der telomeren Seite des 
Kandidatengens untersucht werden mussen. Die Kosten allein fur die Ruoreszenzmarkierung der erforderlichen OUgo- 
nukleotid-Primer belaufen sich damit auf 960-1200 DM pro Genlocus. Dies stellt eine erhebhche finanzielle Belastung 
msbesondere fur kleinere Arbeitsgruppen dar, welche in der Regel eine hohe Anzahl von verschiedenen Markem zur 
35 Feinkartierung ernes Genlocus einsetzen, jedoch pro Markierung nur wenig markiertes Oligonukleotid verbrauchen. 

Der Erfindung liegen die Aufgaben zugrunde, ein Verfahren und ein Testbesteck zu entwickeln, mit denen eine Mar- 
kierung von DNA-Fragmenten wahrend einer PCR-Reaktion moglich wird. Die Aufgaben wurden dadurch gelost, daB in 
einem Reaktionsansatz eine Ruoreszenzmarkierung mit einem abgestimmten Primerdesign dergestalt durchgefuhrt 
wird, daB ein markierter Universal-OHgonukleotid-Primer und zwei sequenzspezifische Oligonukleotid-Primer einge- 
) setzt werden, von denen ein Primer mit der dem Universal-Oligonukleotid-Primer homologen Adaptorsequenz versehen 

ErfindungsgemaB werden bei der Amplifikation eines DNA-Fragmentes mittels einer PCR-Reaktion zwei Oligonu- 
kleotid-Pnmer eingesetzt, welche zur zu amplifizierenden DNA-Sequenz geniigend komplementar sind, so daB sie spe- 
zifisch hybndisieren und von denen ein Oligonukleotid-Primer an seinem S'-Ende mit einer dem Universal-Ohgonukleo- 
tid-Primer homologen Adaptorsequenz versehen ist. Dabei findet die Markierungsreaktion in einem Reaktionsgefai 
statt, in dem schon zu Beginn der PCR-Reaktion der markierte Universal-Oligonukleotid-Primer hinzugefugt wird und 
sowohl die Oligonukleotid-Primerkonzentrationen als auch die PCR-Zyklusbedingungen so gewahlt werden, dafi der 
markierte Universal-Oligonukleotid-Primer in den folgenden PCR-Zyklen in die neu synthetisierten DNA-Fragmente in- 
korporiert wird. 

Bei der Durchfuhrung als Multiplex-Reaktion gelingt es, wahrend der PCR-Reaktion gleichzeitig mehrere Genfrag- 
mente zu amplifizieren, zu markieren und zu charakterisieren. 

Die Erfindung ist auch so ausgestaltbar, daB ein an den Universal-Oligonukleotid-Primer gekoppeltes Molekiil - wie 
zum Beispiel Dioxygenin oder Biotin ~ erst in einer weiteren chemischen oder enzymatischen Reaktion ein Signal gene- 
riert. ^ & & 

Die DNA-Fragmente lassen sich mittels des Universal-Oligonukleotid-Primers an einer Festphase immobilisieren 
Die DNA kann genomischen oder geklonten Ursprunges sein. 

Die erfindungsgemafie Verwendung des Verfahrens besteht in einer DNA-Quantifizierung, in der autoraatischen Se- 
quenzierung von DNA-Fragmenten, in der geJelektrophoretischen Trennung und Detektion von markierten DNA-Frag- 
menten sowie in der Analyse polymorpher DNA-Marker zur Genotypisierung oder Haplotypisierung mit dem Ziel der 
Identitatsfeststellung, zur Ersteliung von Stammbaumen und Aufklarung von Verwandtschaftsverhaltnissen. 

Das erfindungsgemafie Testbesteck zur Markierung von DNA-Fragmenten wahrend einer PCR-Reaktion eignet sich 
zur Durchfuhrung des Verfahrens als Einzel- oder Multiplex analyse. Es enthalt markierte Universal-Oligonukleotid-Pri- 
mer, die sich sowohl in der universellen Adaptorsequenz als auch im Markierungsmolekul unterscheiden: 

1. Markierungsmolekul(l)-TAATACGACTCACTATAGGG-3' 
(Adaptorsequenz: T7-Promotorsequenz) 

2. Markierungsmolekul(2)-ATTTAGGTGACACTATAG-3 T 
(Adaptorsequenz: SP6-Promotorsequenz) 
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;s^Rul(3)-GTTTTCCAAGTCACGACG'3■ 



3. Markierungsl 
(Adaptorsequenz: M 1 3(-40)-S equenz) 

4. Markierangsmolekul(4)-TGTAAAACGACGGCCAGT-3' 
(Adaptorsequenz: M13(-21)-Sequenz). 

Bei den Markierungsmolekulen 1 bis 4 handelt es sich um einfache Fluoreszenzfarbstoffe mit unterschiedlichern 
Emissionsspektrum (HAM, HEX, TET, ROX) bder um Ruoreszenzfarbstoff-Kombinationen im Falle von Energietrans- 
fer-RuoreszenzfarbstofT markierten Primern. Es lassen sich auch andere zur Markierung benutzte Molekule einsetzen, 
die erst in einer weiteren chernischen Reaktion ein Signal erzeugen oder mittels derer die PCR-Fragmente an einer Fest- 
phase immobilisiert werden. l 

Die erfindungsgemaBe Methode umfafit folgende Schritte: 

(1) Amplifikation eines DNA-Fragmentes riiittels einer PCR-Reaktion unter Anwendung zweier Oligonukleotid- 
Prirner, welche zur zu amplifizierenden DNA-Sequenz geniigend komplementar sind, so daB sie spezifisch hybridi- 
sieren und von denen ein Oligonukleotid-Primer an seinem 5'-Ende mit einer dem Universal-Oligonukleotid-Primer I 
homologen Adaptorsequenz versehen ist. 

(2) Durchfuhrung der Markierungsreaktion in einem ReaktionsgefaB, in dem schon zu Beginn der PCR-Reaktion 
der markierte Universal-Oligonukleotid-Primer hinzugefugt wird und sowohl die Oligonukleotid-Primerkonzentra- 
uonen als auch die PCR-Zyklusbedingungen so gewahlt werden, daB der markierte Universal-Oligonukleotid-Pri- 
mer in den folgenden PCR-Zyklen in die neu synthetisierten DNA-Fragmente inkorporiert wird. 2 

(3) Durchfuhrung der erfindungsgemaBen Methode als Multiplex- Reaktion, d. h. daB wahrend einer PCR-Reaktion 
gleichzeitig mehrere Genfragmente amplifiziert, markiert und charakterisiert werden. 

(4) Durchfuhrung der erfindungsgemaBen Methode, bei denen ein an deh Universal-Oligonukleotid-Primer gekop- 
peltes Molekiil (z. B. Dioxygenin oder Biotin) erst in einer weiteren chernischen oder enzymatischen Reaktion ein 
Signal generiert. 2. 

(5) Durchfuhrung der erfindungsgemaBen Methode bei der automatischen Sequenzierung von DNA-Fragmenten. 

(6) Durchfuhrung der erfindungsgemaBen Methode, bei denen die DNA-Fragmente mittels des Universal- Oligonu- 
kleotid-Primers an einer Festphase immobilisiert werden. 

(7) Anwendung der erfindungsgemaBen Methode zur gelelektrophoretischen Trennung und Detektion von mar- 
kierten DNA-Fragmenten. 3< 

(8) Anwendung der erfindungsgemaBen Methode bei der Analyse polymorpher DNA-Marker zur Genotypisierung 
oder Haplotypisierung mit dem Ziel der Identitatsfeststellung, zur Erstellung von Stammbaumen und Aufklarung 
von Verwandtsch afts verhaltni ssen. 

(9) Anwendung der erfindungsgemaBen Methode zur DNA-Quantifizierung. 

(10) Anwendung der erfindungsgemaBen Methode, wobei die DNA genomischen Ursprunges ist. 31 

(11) Anwendung der erfindungsgemaBen Methode, wobei die DNA geklonten Ursprunges ist. 

Im Hinblick auf die im Vorabschnitt dargestellten Details bisher angewandter Methoden zur DNA-Fragmentmarkie- 
rung realisiert die hier dargestellte Methode folgende Ziele: 

At 

(a) Die kostengiinsuge Markierung von DNA-Fragmenten innerhalb einer PCR-Reaktion mittels eines markierten 
Universal- Oh' gonukleotid-Primers und zweier sequenzspezifischer Oligonukleotid-Primer. Die beschriebene Me- 
thode bedeutet fur den Anwender keinen manuellen oder labortechnischen Mehraufwand, reduziert jedoch durch 
Anwendung eines speziellen PCR-Protokolls und von speziellen Oiigonukleotid-Primern die Kosten pro Genlocus 

um 80-90%. 4* 

(b) Eine weitere Kosteneinsparung wird durch die Tatsache bedingt, daB der Universal-Oiigonukleotid-Primer mit 
einem Energietransfer-Ruoreszenzfarbstoff markiert werden kann, welcher normale Fluoreszenzfarbstoffe bis zu 
10-fach an Signalintensitat ubertrifft. Eine derartige Markierung ist fur gangige fluoreszenzmarkierte Primer auf- 
grund sehr hoher Kosten in der Regel nicht praktikabel. Mittels der in. dieser Patentschrift dargestellten Methode 
konnen die Vorteile einer Energiertransfer-Ruoreszenzmarkierung voll ausgenutzt werden, ohne daB die Kosten fur St 
das Gesamtprojekt wesentlich steigen. Die hohe Ruoreszenz-Signalintensitat bedingt die Moglichkeit, mit sehr 
kleinen Probenvolumina zu arbeiten. 

(c) Zur Erzielung optimaler Ergebnisse wird ein spezielles Hiermocycling-Protokoll beschrieben, welches die An- 
lagerungstemperaturen der unterschiedlichen Primer und die Amplifikationsdynamik beriicksichtigt. 

5.* 

Die Markierung des Universal-Oli gonukleotid-Primers kann am 5-Ende, am 3*-Ende oder intern mit Ruoreszenzfarb- 
stoffen, jedoch auch mit anderen konventionellen Markierung smemoden, wie z. B. mit Biotin, per Erizymmarkierung, 
per radioaktiver Markierung, per Dioxygenin-Markierung oder durch Immobilisierung an eine Festphase erfolgen. 

Es hat sich uberraschenderweise herausgestellt, daB die erfindungsgemaBe Markierungsmethode eine unmittelbare 
Ruoreszenzmarkierung moglich macht, d. h. in einem Reaktionsansatz eine Ruoreszenzmarkierung mit den beschriebe- 6C 
nen drei Primern durchgefuhrt werden kann. 

Die Pimersequenzen hangen von der zu amplifizierenden DNA-Matritze ab und werden im Einzelfall immer neu syn- 
thetisiert. Gleich bleibt in jedem Fall die Adaptorsequenz. Bei der Adaptorsequenz kommen verschiedene Sequenzen in 
Frage: T3-, SP6-, T7-Promotorsequenz oder Ml3-Sequenz. Es kann auch eine kunsdiche Sequenz gewahlt werden; sie 
sollte nur nicht im Genom des zu untersuchenden Organismus vorkommen. 6: 

Die Merkmale der Erfindung gehen auBer aus den Anspruchen auch aus der Beschreibung hervor, wobei die einzelnen 
Merkmale jeweils fur sich allein oder zu mehreren in Form von Kombinationen vorteilhafte schutzfahige Ausfuhrungen 
darstellen, fiir die mit dieser Schrift Schutz beantragt wird. Die Kombinauon besteht aus bekannten (PCR-Methode, Pri- 
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mer allgemein, Fluoreszenzmarkierung generell, Ruoreszenzmarkierung mit Energietransfer-Primern) und neuen Ele- 
menten (das aufeinander abgestimmte Primerdesign, der Reaktionsansatz in einem ReaktionsgefaB, die Verwendung ei- 
nes markierten Universal-Oligonukleotid-Primers zur Markierung von unterschiedlichsten PGR-Fragmenten, das dafur 
erforderliche Thermocycler-Protokoll), die sich gegenseitig beeinflussen und in ihrer neuen Gesamtwirkung einen Vor- 
5 teil (synergistischen Effekt) und den erstrebten Erfolg ergeben, der darin liegt, daB die Markierung in einem Reaktions- 
gefaB wahrend der normalen PCR-Reaktion erfolgt, bei der ein Genabschnitt amplifiziert wird - d. h., PGR und Markie- 
rung gleichzeitig ohne technischen oder manuellen Mehraufwand durchgefuhrt werden konnen. Gleichzeitig konnen die 
Kosten fur groBere Markierungsprojekte urn bis zu 90% reduziert werden. 

Die Erfindung soil anhand von Ausfuhrungsbeispieien naher eriautert werden, ohne auf diese Beispieie beschrankt zu 
10 sein. 

Ausfiihrungsbeispiele 
Beispiel 1 
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Die Markierung von PCR-Fragmenten fur Haplotyp-Analysen, mittels eines markierten Universal-Oligonukleotid- 
Primers umfafit folgende Schritte: 



(1) Isolierung von DNA, welche die zu amplifizierende DNA-Sequenz enthalt. Die Isolierung der einzusetzenden 
20 DNA-Matritze kann aus genomischer DNA, cDNA, aus einem Klonierungsvektor oder aus den Produkten einer 

vorangegangenen PGR-Reaktion erfolgen (Miller et al. [7]). 

(2) Synthese von zwei Oligonukleotid-Primern, welche zur zu amplifizierenden Sequenz hinreichend komplemen- 
tar sind, so da6 mit ihnen eine PGR-Reaktion durchgefuhrt werden kann. An einem dieser beiden Primer wird am 5\ 
Ende eine Adaptorsequenz von 18-20 bp angehangt, welche im Genom des zu untersuchenden Grganismus mog- 

25 lichst nicht vorkommen sollte. 

(3) Synthese des Universal-Oligonukleotid-Primers, welcher aus der homologen o. g. Adaptorsequenz besteht und 
an seinem 5'-Ende, seinem 3'-Ende oder intern mit einem Molekiii markiert ist. Die bevorzugte Markierung ist die 
Energietransfer-Huoreszenzmarkierung (Hung et al. [2], Ju et al, [3], Kwok PY [4]). 

(4) Die o. g. drei Oligonukleotid-Primer werden in einem Reaktionsansatz mit Matritzen-DNA, PGR-Puffer und 
30 Magnesiumchlorid gemtseht. Hierbei ist zu beachten, daB die Konzentration des Oiigonukleotid-Primers, welcher 

die Adaptorsequenz tragt, deutlich geringer sein muB als die des anderen OHgonukleotid-Primers und des markier- 
ten Universal-Oligonukleotid-Primers. Idealerweise betragt die Konzentration des Oligonukleotid-Primers mit Ad- 
aptorsequenz 1/4 der molaren Konzentration der ubrigen beiden Primer. 

(5) Die Amplifikation der zu untersuchenden DNA-Fragmente erfolgt mit der Polymerase- Kettenreaktion oder 
35 PGR-Methode (Mullis KB [8]): Nach Denaturierung der Matritzen-DNA bei 94°G fur S Minuten wird die PGR-Re- 
aktion unter Hinzugabe einer thermostabilen DNA-Polymerase gestartet. Die Zyklusbedingungen der ersten 30 Zy- 
klen richten sich nach der Natur der zu amplifizierenden DNA und der verwendeten Oligonukleotid-Primersequen- 
zen. Gegebenenfalls mtissen diese Zyklusbedingungen experimentell optimiert werden. 

(6) Fur die anschlieBenden 8 PGR-Zyklen wird die Anlagerungstemperatur so weit abgesenkt, daB sich der mar- 
40 kierte Universal-Oligonukleotid-Primer auf die der Adaptorsequenz komplementaren Sequenz anlagern kann und 

dieFunktion des "verbrauchten" Oligonukleotid-Primers mit Adaptorsequenz "ubernehmen" kann. 

(7) Das fertige PGR-Produkt, welches den markierten Universal- Oligonukleotid-Primer inkorporiert hat, kann nun 
mit unterschiedlichen Methoden weiter an alysiert werden. 

(8) Zur Genotypanalyse mittels polymorpher Mikrosatelli ten-Marker wird ein Aliquot des markierten PGR-Pro- 
45 duktes mit Formamid versetzt und durch Erhitzung auf 94°G fiir 5 Minuten und anschlieBender Schockkiihlung auf 

4°G denaturiert. Die Auftrennung der Fragmente erfolgt bevorzugt durch eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
mit anschlieBender Detektion der Fragmente durch Laserlicht einer bestimmten Welleniange, welche die inkorpo- 
rierte(n) Fluoreszenzgruppe(n) spezifisch anregt. Das ausgesandte Fluoreszenzlicht kann durch eine geeignete Ap- 
paratur registriert und in ein elektrisches Signal verwandelt werden. Dieses Signal korrespondiert mit der Art, der 
50 Lange und der Konzentration der untersuchten markierten DNA-Fragmente (Perlin MW [9, 10]). 

(9) Weitere Anwendungsgebiete der beschriebenen Markierungsmethode sind: 

- Erstellung von Stammbaumen, Identitatsfeststellung und Aufklarung von Verwandtschaftsverhaltnissen 
mittels Analyse polymorpher Mikrosatelli ten-Marker oder SNPs. 

- Multiplexing der beschriebenen Markierungsmethode. Das heiBt, daB wahrend einer PGR-Reaktion durch 
55 Anwendung geeignerter Oligonukleotid-Primerpaare gleichzeitig mehrere DNA-Fragmente amplifiziert und 

markiert werden konnen (Levitt R [6]). 

- DNA-Quantifizierung und Amplifikations-Kinetik Analyse durch Messung der Fluoreszenzzunahme des 
via markierten Universal -Oligonukleotid-Primers inkorprierten Fluoreszenzfarbstoffes in das PGR-Produkt. 

- Anwendung der beschriebenen Methode bei der Sequenzierung von DNA-Fragmenten mittels 5-End-Mar- 
60 kierung durch den markierten Universal-Oligonukleotid-Primer und der Anwendung von Didesoxynukleotid 

Terminatoren. 

- Anwendungen, bei denen PGR-Fragmente mittels des eingebauten markierten Universal-Oligonukleotid- 
Primers an einer Festphase immobilisiert werden konnen. Dies konnte durch Markierung des Universal-Oligo- 
nukleotid-Primers mit einem Molekiii bewerkstelligt werden, welches spater mit einem anderen Molekul, wel- 

65 c hes an eine Festphase gekoppelt ist eine feste chemische Bindung eingeht. (z. B. Biotin-Markierung des Uni- 

versal-Oligonukleotid-Primers und nachfolgende Bindung des markierten PGR-Produktes an eine Strepavidin- 
beschichtete Festphase). 

- Anwendungen, bei denen mit dem Universal-Oligonukleotid-Primer markierte PGR-Fragmente jeglicher 
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e^BR>phoretisch aufgelrennt und detektiert werden muss^rr^b* 



Herkunft e^BFbphoretisch aufgelrennt und detektiert werden rnusserr*(bei der RFLP-Analyse, Restrikuonsen- 
zym-Analysen, Mutationsanalysen durch PCR-P3RA) 

Beispiel 2 

Das im folgenden ausgefuhrte Experiment beschreibt die Markierung und Analyse eines polymorphen Mikrosatelli- 
ten-Markers des MaoA-Locus (GenBank X55451) auf dem X-Chromosom anhand eines informativen Starnmbaumes 
(Fig. 3): Die Isolierung von menschlicher genornischer gesamt-DNA aus kemhaltigen Blutzellen erfolgt nach Standard- 
Protokollen (z. B. Miller et al. [7]). Uber die Darstellung der Verwandtschaftsbeziehungen des untersuchten Stammbau- 
mes gibt Fig. 3 Auskunft. Als Primer fur die anschlieBende PCR-Reaktion werden folgende Oligonukleotide benutzt, 
welche nach Standardmethoden kommerziell synthetisiert wurden: 

(1) Ein fluoreszenz (FAM) markierter Universal-Oligonukleotid-Primer: FAM- TGT AAA ACQ ACQ GCC AGT- 
3' (UNI). Die unterstrichene Sequenz oder M M13(-21)" genannte Sequenz, auch als Adaptorsequenz bezeichnet, ent- 
spricht der -21 Promotorsequenz des M13-Phagen und kommt im menschlichen Genom naturlicherweise nicht von 

(2) Zwei Mikrosatelliten-Marker spezifische (Black et al. Nucleic Acids Res 1986; 19, 689) Oligonukleotid-Pri- 
mer, von denen der Vorwartsprimer (VOR) 5'- TGT AAA ACG ACG GCC AGT AGA GAC TAG ACA AGT TGC 
A-3' an seinem 5'-Ende mit der oben beschriebenen Ml 3(-21)- Adaptorsequenz gekoppelt ist und der Ruckwartspri- 
mer (REV) 5'-CAC TAT CTT GTT AGC TCA CT-3\ 

Der PCR-Reaktionsansatz enthalt in 50 ul Gesamtvolumen: 5 ul Taq spezifischen PCR-Puffer, 1.5 mM MgC^, 0.2 
mM dNTPs (- Desoxynukleotidtriphospate - equimolare Mischung aus dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 100 ng genomische 
DNA, je 8 pmol UNI- und REV- Primer und 2 pmol FOR-Primer. Um eine unspezifische Bindung der DNA-Polymerase 
zu verhindem, wird der PCR-Reaktionsansatz zunachst fur 5 Minuten auf 94°C erwarmt und erst dann 1 U Taq-Polyme- 
rase hinzugefugt. Nach Hinzugabe der Taq-Polymerase startet das folgende Thermocycler-Protokoll: 
30Zyklen: 

Denaturierung: 30 Sekunden bei 94°C 
Primerbindung: 45 Sekunden bei 56°C 
Elongation: 45 Sekunden bei 72°C 

Im AnschluB daran werden noch weitere 8 Zyklen mit folgender Charakteristik durchlaufen: 
Denaturierung: 30 Sekunden bei 94°C 
Primerbindung: 45 Sekunden bei 53°C 
Elongation: 45 Sekunden bei 72°C 

Der abschliefiende Elongationsschritt wird bei 72°C uber 10 Minuten durchgefuhrt. 

1 ul des PCR-Produktes wird mit 20 ul deionisiertem Formamid und 0.5 pi eines 50 bp ROX Standard (Perkin Eimer) 
vermischt. Nach 2 mimitiger Erhitzung auf 94°C und anschlieBender Schockkuhlung im Eisbad wird die Probe auf einem 
Kapillarsequenzierungsgerat (z. B. ABI 310 Prism Genetic Analyzer) oder einem Gelsequenzierungsgerat (z. B. ABI 
377 Prism Genetic Analyzer) mit Laserdetektion analysiert. 

Die Originalausdrucke des ABI 310 Prism Genetic Analyzers sind in Fig, 4 dargestellt. Die aus der Analyse resultie- 
renden Haplotypen sind im Stammbaum (Fig. 3) dargestellt. Die Haplotypenverteilung ist vereinbar mit einem X-chro- 
mosomalen Erbgang mit zwei Allelen bei Frauen und einem AUel bei Mannern. Bei den Individuen IL2 und JH. 1 konnte 
nur bereits lange gelagerte, degenerierte DNA zur Amplifikation verwendet werden. Es resultierten eine etwas geringere 
Signalintensitat und ein Amplifikauonsartefakt vor dem eigentlichen Signal, welcher jedoch in keiner Weise mit dem Si- 
gnal interferierte oder die Ablesegenauigkeit beeintrachtigte. AUe Signale zeigen die bei Dinukleotid-Repeats iiblichen 
Stotter-Peaks in 2 bp Abstanden, welche unter Verwendung von direkt markierten Primern ebenso auftreten. 

Beschreibung der Figuren 

Fig.l 



Darstellung der benutzten Primer 

(a) Vorwarts-Primer: der gewellte Anteil steUt die universelle Adaptorsequenz dar (z. B. die M13(-21>Sequenz), 
der schraffierte Anteil stellt die genspezifische Ohgonukleotidsequenz dar. 

(b) Ruckwarts-Primer: der schraffierte Anteil stellt die genspezifische Oligonukleotidsequenz dar. Nota bene: die 
Lange der genspezifischen Oligonukleotidsequenzen wird so gewahlt, daB sowohl der Vorwarts- als auch der Ruck- 
wartsprimer ahnliche Anlagerungstemperaturen haben, welche zwischen 55 und 65 °C liegen sollten. 

(c) Markierter Universal- Oiigonukleotid-Primer: der gewellte Anteil stellt die universelle Adaptorsequenz dar, der 
Stem stellt die angekoppelte Markierung dar, welche einem Fluoreszenzfarbstoff, einem Radionuklid, Biotin oder 
einem anderen Molekul entsprechen kann, das spater in einer Indikatorreaktion verwendet wird. 

Fig. 2 

Schematische Darstellung der Reaktionsablaufe 

(a) Zunachst lagern sich nach Schmelzen der DNA-Matritze der Vorwarts- und Ruckwarts-Primer mit ihrer genspe- 
zifischen Sequenz an und werden in 3'-Richtung durch die themostabile DNA-Polynjerase verlangert. Wahrend die- 
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ser ersten PCR-Zyklen wird die Adaptorsequenz des Vorwarts-Primer^^ias PGR-Produkt eingebaut. 
(b) Die molare Konzentration der Primer ist so berechnet, daB von dem \brwarts-Primer nur ein Viertel der Kon- 
zentration des Ruckwarts- und des Universal-Oligonukleotid-Prirners eingesetzt wird. Dies fuhrt dazu, daB der \br- 
warts-Primer nach etwa 25 Zyklen verbraucht ist. Da zwischenzeitlich durch den Vorwartsprimer jedoch die Adap- 
torsequenz mit in die PCR-Produkte inkorporiert wurde, kann sich nun der markierte Universal-Oiigonukleotid-Pri- 
mer spezifisch anlagern und die Funktion des Vorwarts-Primers "ubemehmen". Da der markierte Universal-Oligo- 
nukleotid-Primer jedoch eine geringere Schmelztemperatur hat, muB die Temperatur bei den folgenden 8-10 Zy- 
klen fur die Anlagerungsreaktion auf 53°C abgesenkt werden. 

(e) Das fertige PCR-Endprodukt ist nun an seinem 5 f -Ende markiert und urn die Anzahi der Basenpaare der Adap- 
torsequenz langer als ein vergleichbares PCR-Produkt, welches nur mit den rein sequenzspezifischen Oligonukleo- 
tiden (schrafTierte Anteile der Primer) generiert worden ware. Das heiBt, vergleicht man die ermittelten Sequenzlan- 
gen fur polymorphe Mi krosatelli ten-Marker mit der publizierten AUelfrequenz, muB man die Anzahi der Basen der 
Adaptorsequenz (z. B. 18 Basen bei der Mfl3(-21)-Sequenz) von den experimentell ermittelten Fragmendangen ab- 
ziehen. Wurde mit der Taq-Polymerase amplifiziert, muB man noch zusatzlich eine weitere Base abziehen, die durch 
den 3'-terminalen Adenosin-Uberhang verursacht wird. 



Fig. 3 



Stammbaum der untersuchten Familie: unter den Symbolen der Familienmitglieder sind die entsprechenden Haploty- 
20 pen fur den MaoA Locus dargestellt Die Zahlen bezeichnen die Langen des entsprechenden MaoA polymorphen Dinu- 
cleotid-Repeat Mikrosatelliten-Markers. Gleiche Haplotypen sind durch entsprechende Muster der Haplotyp-BaUken 
dargestellt. Da es sich urn einen X-chromosomalen Marker handelt, besitzen die mannlichen Fanuuenangehorigen nur 
ein Allel. 
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Fig. 4 



Original Kurvenausdrucke des ABI 310 Genetic Analyzers. Auf der rechten Skala ist die relative Signalintensitat dar- 
gestellt. Die bei den Experimenten eingesetzte DNA der Familienmitglieder IL2 und ELI war aufgrund langer Lagerung 
degeneriert. Dies resultierte in einem Kurvenartefakt und einer niedrigeren Signalstarke. Die Ablesegenauigkeit war da- 
30 durch iedoch in keiner Weise beeintrachti^L Die durch Flelrtrnnhnrpc* 

* ~ ■ — — j — ~ — — ' — — NJWlWlVUViJ V1UUUW1LV1J X JL llH-'lIllal 1 1 1 

werden durch die Geratesoftware automatisch detektiert und berechnet. Als BezugsgroBe wird der hochste Peak gewahlt, 
dessen jeweilige FragmentgroBe in dem Kastchen darunter angezeigt ist. Die Fragmendangen segregieren mit den Ver- 
wandtschaftsverhaltnissen der Familie, wie in Fig. 3 dargestellt. 

35 Abkiirzungen 

PGR polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion) 
DNA desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure) 

dNTPs Desoxynukleotidtriphospate (equimolare Mischung aus dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
40 FAM (Huorescenzfarbstoff) 6-Garboxyfluorescin 

HEX (Fluoreszenzfarbstoff) Hexachloro-6-Garboxyfluorescin 
U Unit (Aktivitatseinheit fur Enzyme) 
bp Basenpaar 

SNP single nucleotide polymorphism (Einzelnukleotid-Polymorphismus) 
45 RFLP restriction fragment length polymorphism (Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus) . \ 

PIRA primer induced restriction analysis (Restriktionsanalyse mittels durch PGR-Primer eingefuhrte Restriktions- 
schnittstellen) 

ROX (Fluoreszenzfarbstoft) 6-Garboxy-X-Rhodamin 

TET (FluoreszenzfarbstofT) Tetrachloro-6-Garboxyfluorescin 
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Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Markierung von DNA-Fragmenten wahrend einer PCR-Reaktion, dadurch gekennzeichnet, da8 
in einem Reaktionsansatz eine Fluoreszenzmarkierung mit einem abgestimmten Primerdesign durchgefuhrt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB zu dem abgestimmten Primerdesign drei Primer geho- 
ren, bei denen es sich um einen markierten Universal-Oligonukleotid-Primer und um zwei sequenzspezifische Oli- 
gonukleoud-Primer handelt, von denen ein Primer mit der dem Universal-Obgonukleotid-Primer homologen Adap- l( 
torsequenz versehen ist. * 

3. Verfahren nach den Anspriichen 1 und 2, gekennzeichnet durch die Amplification eines DNA-Fragmentes mit- 
tels einer PCR-Reaktion unter Anwendung zweier Oligonukleotid-Primer, welche zur zu amplifizierenden DNA- 
Sequenz gemigend komplementar sind, so daB sie spezifisch hybridisieren und von denen ein Oligonukleotid-Pri- 
mer an seinem 5'-Ende mit einer dem Universal-Oligonukleotid-Primer homologen Adaptorsequenz versehen ist. it 

4. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Markierung sreaktion in einem Reak- 
tionsgefaB, in dem schon zu Beginn der PCR-Reaktion der markierte Universal-Oligonukleotid-Primer hinzugefugt 
wird und sowohl die Oligonukleotid-Primerkonzentrationen als auch die PCR-Zyklusbedingungen so gewahlt wer- 
den, daB der markierte Universal-Oligonukleotid-Primer in den folgenden PCR-Zyklen in die neu synthetisierten 
DNA-Fragmente inkorporiert wird. 2( 

5. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 4 als Multiplex-Reaktion, dadurch gekennzeichnet, daB wahrend einer 
PCR-Reaktion gleichzeitig mehrere Genfragmente amplifiziert, markiert und charakterisiert werden. 

6. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB ein an den Universal-Obgonukleotid-Pri- 
mer gekoppeltes Molekul - wie zum Beispiel Dioxygenin oder Biotin - erst in einer weiteren chemischen oder en- 
zymatischen Reaktion ein Signal generiert. 2i 

7. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA-Fragmente mittels des Univer- 
sal-Oligonukleotid-Primers an einer Festphase immobilisiert werden. 

8. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafi die DNA genomischen Ursprunges ist. 

9. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA geklonten Ursprunges ist. 

10. Verwendung des Verfahrens nach den Anspriichen 1 bis 9 zur automatischen Sequenzierung von DNA-Frag- 3C 
menten. 

11. Verwendung des Verfahrens nach den Anspriichen 1 bis 9 zur gelelektrophoretischen Trennung und Detektion 
von markierten DNA-Fragmenten. 

12. Verwendung des Verfahrens nach den Anspriichen 1 bis 9 bei der Analyse polymorpher DNA-Marker zur Ge- 
notypisierung oder Haplotypisierung mit dem Ziel der Identitatsfeststellung, zur Erstellung von Stammbaumen und 3f 
Aufklarung von Verwandtschaftsverhaltnissen. 

13. Verwendung des Verfahrens nach den Anspriichen 1 bis 9 zur DNA-Quantifizierung. 

14. Testbesteck zur Markierung von DNA-Fragmenten wahrend einer PCR-Reaktion zur Durchf iihrung des Ver- 
fahrens nach den Anspriichen 1 bis 9 als Einzel- oder Multiplexanalyse, enthaltend markierte Universal-Oligonu- 
kleotid-Primer, die sich sowohl in der universellen Adaptorsequenz als auch im Markierungsmolekul unterschei- 4C 
den. 

15. Testbesteck nach Anspruch 14, enthaltend 

15.1 vier markierte, insbesondere fluoreszenzmarkierte, Universal-Oligonukleotid-Primer, die sich sowohl in 
der universellen Adaptorsequenz als auch im Markierungsmolekul unterschei den: 

15.1.1 Markierungsmolekul ( 1 )-TAATACGACTCACTATAGGG-3 ' At 
(Adaptorsequenz: T7-Promotorsequenz) 

15.1.2 Markierungsmolekul(2)-ATTTAGGTGACACTATAG-3 
(Adaptorsequenz: SP6-Promotorsequenz) 

15.1.3 Markierungsmolekul(3)-GTTTTCCAAGTCACGACG-3' 

(Adaptorsequenz: Ml 3(-40)-Sequenz) 5C 

15. 1 .4 Markierungsmolekul(4)-TGTAAAACGACGGCCAGT-3 , 
(Adaptorsequenz: M13(-21)-Sequenz). 

16. Testbesteck nach den Anspriichen 14 und 15, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei den Markierungsmole- 
kulen 15.1.1 bis 15.1.4 um einfache Fluoreszenzfarbstoffe mit unterschiedlichem Emissionsspektrum (FAM, HEX, 
TET, ROX) oder um FluoreszenzfarbstofF-Kombinationen im Falle von Energietransfer-Fluoreszenzfarbstoff mar- 5f 
kierten Primern handelt. 

17. Testbesteck nach den Anspriichen 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB zur Markierung Molekule eingesetzt 
werden, die erst in einer weiteren chemischen Reaktion ein Signal erzeugen oder mittels derer die PCR-Fragmenle 
an einer Festphase immobilisiert werden. 
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